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Re´sume´
La me´thode de Chromatin ImmunoPrecipitation on chip (ChIP on chip ou ChIP-chip) a
pour but de de´tecter les sites de fixation des prote´ines (ge´ne´ralement des facteurs de tran-
scription) sur la mole´cule d’ADN. L’analyse statistique des donne´es consiste a rechercher
des re´gions de pics significatifs synonymes de sites de fixation. La me´thode que nous avons
e´labore´e est issue de la the´orie des valeurs extreˆmes et particulie`rement de la me´thode
POT (Peaks Over Threshold). Cette me´thode consiste a` mode´liser les donne´es de queues
de distribution, en ne retenant que les valeurs de´passant un certain seuil µ, elle a la par-
ticularite´ de mode´liser d’une part les intensite´s de de´passement de seuil, mais aussi les
positions d’occurrences de ces de´passements de seuil. Cette me´thode va nous permettre
de de´terminer un seuil au dela` duquel les pics pourront eˆtre conside´re´s comme significatifs.
Mots-cle´s : ChIP-chip, Mode`le POT, puce a` ADN, de´tection de pics, loi de
Pareto ge´ne´ralise´e, loi binomiale ne´gative
Abstract
Chromatine ImmunoPrecipitation on chip (ChIP on chip or ChIP-chip) technology is used
to detect protein (transcription factors generally) binding site on DNA. The statistical
analysis consists in looking for significant peaks regions, in order to find binding sites.
The method which we elaborated come from the extreme value theory and especially
from the POT method (Peaks Over Threshold). This method consists in distribution
tails modelling, by only retaining the values exceeding a given threshold µ, it has the
peculiarity that it modelize on one hand the intensities of excesses over threshold and on
the other hand the occurrences of these excesses over threshold. This method allow us to
determine a threshold beyond which peaks can be considered as significant.
Keywords : ChIP-chip, POT, microarray, peak detection, Generalized Pareto
distribution, Negative Binomial distribution
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Introduction
La me´thode ChIP-chip utilise´e en ge´nomique est relativement re´cente, elle a pour but
de de´tecter les sites de fixation des prote´ines sur la mole´cule d’ADN. Certaines de ces
prote´ines, les facteurs de transcription, ont un roˆle pre´ponde´rant dans le controˆle de la
transcription de nos ge`nes. Ces expe´riences peuvent eˆtre re´alise´es a` l’e´chelle d’un chro-
mosome ou du ge´nome ce qui implique des donne´es de tre`s grande dimension (avec des
puces Affimetrix, 90 millions de sondes espace´es tout les 35 paires de bases environ per-
mettent l’e´tude du ge´nome humain dans son inte´gralite´). L’analyse statistique de ces
donne´es consiste a` rechercher, a` l’e´chelle du ge´nome, les re´gions comportant des pics sig-
nificatifs (synonymes de sites de fixation) en tenant compte, d’une part de la de´pendance
locale des donne´es inhe´rente a` ce type d’expe´rience et d’autre part des nombreux arte-
facts pre´sents lie´s au caracte`re ”bruite´” de ce type de donne´es. Une premie`re approche
naturelle consiste a` lisser les donne´es par moyenne mobiles par exemple, comme le font
la majorite´ des me´thodes statistiques applique´es a` ce type de donne´es. La me´thode que
nous avons e´labore´e est issue du constat qu’a` l’e´chelle du ge´nome, les sites de fixation sont
des e´ve`nements rares. Ce qui nous a conduit a` utiliser une me´thode issue de la the´orie
des valeurs extreˆmes, la me´thode POT pour Peaks Over Threshold (Beirlant et al., 2004).
Cette me´thode consiste a` mode´liser les donne´es de queues de distribution, en ne retenant
que les valeurs de´passant un certain seuil µ, elle a pour particularite´ le fait qu’elle mode´lise
d’une part les intensite´s de de´passement de seuil, mais aussi les positions des occurrences
de ces de´passements de seuil. Cette me´thode originale va nous permettre de de´terminer
un seuil au dela` duquel les pics pourront eˆtre conside´re´s comme significatifs, mais aussi de
tenir compte du caracte`re de la zone ge´nomique e´tudie´e. Par exemple, il est possible que
les facteurs de transcription soient plus pre´sents dans des zones ou` il y a une accumulation
de nucle´otides C et G (CpG islands).
1 Les donne´es
Le principe de fonctionnement de la technique ChIP-chip se de´compose en deux parties,
la partie ChIP pour Chromatine ImmunoPrecipitation et la partie chip qui correspond
a` une e´tude sur puce a` ADN. La partie ChIP consiste dans un premier temps a` fixer
les prote´ines a` l’ADN in vivo a` l’aide de formalde´hyde. Vient en suite l’e´tape de ”son-
ication” ou` l’ADN est fragmente´ ale´atoirement, puis a` l’aide d’anticorps spe´cifiques in-
tervient le processus d’ImmunoPrecipitation qui permet de retenir les fragments porteurs
de la prote´ine e´tudie´e. L’ADN et la prote´ine sont alors se´pare´s. Dans la partie chip,
on re´cupe`re des fragments d’ADN provenant de deux expe´riences, une ou` les fragments
d’ADN ont subis l’e´tape d’ImmunoPrecipitation et l’autre non, chacune des expe´riences
e´tant marque´e par un fluorochrome diffe´rent. Les fragments sont alors hybride´s sur une
puce a` ADN et les niveaux de fluorescence des sondes vont permettre de de´terminer si le
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fragment a e´te´ enrichi (par rapport a` la prote´ine e´tudie´e), c’est-a`-dire s’il correspond a` un
site de fixation. Bien que l’on utilise une puce a` ADN pour la confection de ces donne´es,
l’analyse statistique ne sera pas la meˆme que pour les puces a` ADN expression. En effet,
le design en ”tuilage” (proximite´ ou meˆme chevauchement des sondes place´es sur la puce)
utilise´ pour les ChIP-chips entraˆıne une de´pendance locale des donne´es, ce qui n’est pas
le cas pour les puces a` ADN expression ou` chaque sonde comporte des fragments e´loigne´s.
En effet, il serait fort surprenant que deux sondes voisines aient des valeurs comple`tement
diffe´rentes alors meˆme que les fragments qui les composent sont tre`s proches voire se
chevauchent sur le ge´nome. Ainsi, toute position ayant un fort niveau de fluorescence,
mais ayant des valeurs voisines avec un faible niveau de fluorescence ne devra pas eˆtre
conside´re´e par l’analyse statistique comme un site de fixation mais comme un artefact.
Les donne´es x1, ..., xn se pre´sentent donc sous forme d’un vecteur de taille n, e´gal au
nombre de sondes (cela peut varier de quelques milliers pour l’e´tude d’un chromosome, a`
plusieurs millions pour le ge´nome humain tout entier). L’objectif va eˆtre de de´tecter des
pics significatifs, synonymes de sites de fixation.
2 Mate´riels et me´thodes
2.1 Etat de l’art
Il existe plusieurs manie`res d’aborder le proble`me de l’analyse des donne´es de ChIP-chip.
La plus naturelle consiste a` lisser le signal de manie`re a` retirer les artefacts, plusieurs
me´thodes utilisent cette technique comme Buck & Lieb (2003), Glynn et al. (2004) et Buck
et al. (2005), le proble`me de ces me´thodes est que le choix de la taille de la feneˆtre mobile
de lissage et du pas sont de´termine´s de manie`re arbitraire, de plus, les zones identifie´es
comme des sites de fixation sont de´termine´es a` l’aide du calcul de p-values obtenues avec un
test ayant pour hypothe`se nulle que le log ratio des deux populations suit une loi normale
centre´e en ze´ro (suivi d’une correction pour tests multiples de type Bonferroni). Ces
techniques apparaissent comme beaucoup trop rudimentaires pour l’analyse de donne´es
aussi complexes que le sont les ChIP-chips.
Dans Cawley et al. (2004), les auteurs re´alisent un test de Wilcoxon de comparaison entre
la distribution de la population ayant subie l’ImmunoPrecipitation contre celle ne l’ayant
pas subie, dans une feneˆtre mobile le long du ge´nome. La` encore, la de´finition de la
taille de la feneˆtre ainsi que la me´thode statistique employe´e semblent eˆtre de´termine´s de
manie`re assez arbitraire.
Li et al. (2005) et Ji & Wong (2005) utilisent des chaˆınes de Markov cache´es pour la
recherche des sites de fixation. Les deux e´tats cache´s sont l’e´tat enrichi (sous entendu
ayant subi l’ImmunoPrecipitation) et l’e´tat non enrichi. La se´quence la plus probable
est calcule´e a` l’aide des algorithmes habituels ”forward” et ”backward”. L’inconve´nient
majeur de cette me´thode re´side dans le fait qu’il est ne´cessaire d’avoir un a priori sur
le nombre de sites de fixation potentiels pour le calcul des probabilite´s initiales et de
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transitions, ce qui est rarement le cas.
Enfin, Zheng et al. (2007) mode´lisent les pics par des triangles obtenus par re´gression
line´aire multiple. Une valeur moyenne pour chaque triangle mode´lise´ est calcule´e, si les
valeurs d’un triangle donne´ ne proviennent pas d’une re´gion ge´nomique ou` il y a un site
de fixation, alors elles doivent eˆtre assimile´es a du bruit mode´lisable par un processus
stationnaire. La valeur moyenne de chaque triangle sera donc compare´e a` une loi normale
centre´e et de variance approprie´e a` l’e´chantillon. La p-value obtenue permettra apre`s
de´finition d’un seuil, d’e´carter les faux sites de fixation, cependant la de´termination du
seuil n’est pas explicitement de´crite dans l’article.
2.2 Notre me´thode
La me´thode que nous avons mise au point est issue du constat qu’a` l’e´chelle du ge´nome,
quelle que soit la prote´ine e´tudie´e, les sites de fixation de cette prote´ine peuvent eˆtre con-
side´re´s comme des e´ve`nements rares. Cela nous conduit naturellement vers la the´orie des
valeurs extreˆmes et plus pre´cise´ment vers le mode`le POT (Peaks Over Threshold). Cette
me´thode a` l’origine utilise´e en me´te´orologie ou encore en finance a pour particularite´ de
mode´liser les queues de distribution, en ne conservant que les donne´es de´passant un seuil
µ. Elle mode´lise d’une part l’intensite´ de ces de´passements de seuil mais aussi leur po-
sition d’occurrence. Cependant, cette me´thode n’est pas applicable aux donne´es en tant
que telle, un certain nombre de modifications ainsi qu’un pre´traitement des donne´es va
eˆtre ne´cessaire afin qu’elles puissent rentrer dans le cadre d’application.
2.2.1 Filtage des donne´es
Le filtrage de nos donne´es est re´alise´ de manie`re a` enlever un maximum d’artefacts qui
pourraient biaiser la mode´lisation future. Pour ce faire, on utilise le super smoother
de Friedman (Friedman, 1984), pour effectuer un lissage des donne´es. Si a une position
donne´e i la valeur d’origine associe´e xi de´passe sa valeur lisse´e x
′
i et que dans son voisinage
proche (i − 2 : i + 2 par exemple) aucune valeur ne de´passe le signal lisse´, alors on
conside´rera que la valeur xi est un artefact et on lui affectera comme valeur la moyenne
des valeurs de son voisinage (1
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∑2
j=−2;j 6=0 xi+j). Cette e´tape n’est qu’un premier ”filtrage”
des donne´es, elle a pour but de retirer les artefacts les plus e´vidents, en prenant bien soin
de ne pas eˆtre trop restrictif et d’e´viter de retirer des valeurs qui pourraient re´ellement
eˆtre des sites de fixation.
2.2.2 Extraction des pics
L’utilisation du mode`le POT requiert des donne´es inde´pendantes, mais, comme on l’a vu
pre´ce´demment, ce n’est pas le cas pour les ChIP-chips a` cause du design en ”tuilage” des
puces a` ADN. Nous allons donc utiliser un algorithme d’extraction des pics. Au terme
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de l’algorithme, on a m pics de´crits par leurs maxima, les positions des maxima et les
positions des bornes. On peut espe´rer que les donne´es se´lectionne´es seront suffisamment
e´loigne´es sur le ge´nome pour ne plus eˆtre de´pendantes, et on a pu ve´rifier sur plusieurs jeux
de donne´es que ces valeurs n’e´taient pas corre´le´es, ceci n’e´tant pas une condition suffisante
mais ne´anmoins ne´cessaire. Nous allons donc de´limiter des zones ne contenant qu’un seul
et unique pic, significatif ou non. Pour cela, on utilise a` nouveau le super smoother de
Friedman pour lisser les donne´es et on proce`de comme suit :
• Au de´part, on a une seule zone qui s’e´tend sur l’ensemble des donne´es,
• on cherche la valeur maximale de cette zone (maxi∈{1,...,n} xi),
• on de´termine les bornes, a` l’aide du signal lisse´ (x′), pour la borne de gauche, on
se de´place vers la gauche et on calcule pour chaque position i la de´rive´e nume´rique
(
x′i+1−x′i−1
(i+1)−(i−1)), quand celle-ci redevient ne´gative, on atteint nouvelle borne, la proce´dure
est analogue pour la borne de droite,
• on obtient deux zones, de la 1ere position a` la borne de gauche, et de la borne de
droite a` la dernie`re position et on re´ite`re le processus jusqu’a` qu’il n’y ai plus de
zones ou` que celles ci soient trop petites pour contenir un site de fixation.
Les donne´es utilise´es dans le mode`le POT seront donc les intensite´s des maximas obtenus
(y1, ..., ym) ainsi que leurs positions (p1, p2, ..., pm), chaque donne´e est donc un couple.
2.2.3 Le mode`le POT
En fonction du seuil µ, parmis les m maxima, seuls l d’entres eux de´passeront le seuil.
Avec la me´thode POT, on mode´lise :
• Le processus (Zi)i=1:l par une loi de pareto ge´ne´ralise´e de vraisemblance :
L1l =
1
σl
l∏
i=1
(1 +
ξ(zi − µ)
σ
)(−
1
ξ
−1)
, ou` σ, ξ et µ sont respectivement des parame`tres d’e´chelle, de forme et de position,
les zi e´tant les intensite´s des maxima de´passant le seuil µ,
• N (la variable occurence des de´passements de seuil) par une loi binomiale ne´gative
non homoge`ne de vraisemblance (habituellement une loi de poisson non homoge`ne
est utilise´e, mais la loi binomiale ne´gative est une bonne alternative quand celle-ci
ne convient pas) :
L2l =
1
(1 + Λ(P )
R(P )
)R(P )
l∏
i=1
Λ(Pi)(
R(Pi)
R(Pi) + Λ(Pi)
)R(Pi)+1
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Ou`
Λ(S) =
∫ pj
pi
λ(p)dp, R(S) =
∫ pj
pi
r(p)dp si S = [pi, pj]
P1, ..., P2, ..., Pl sont les positions ou` ont lieu les l e´ve`nements de de´passement de
seuil, P e´tant un regroupement des m − l positions restantes. Enfin λ(p) et r(p)
sont les parame`tres de la loi binomiale ne´gative non homoge`ne de´pendant de la
position p.
La valeur du seuil µ est de´termine´e de manie`re a` maximiser la vraisemblance du mode`le
POT. Etant donne´ que les processus yi et pi n’ont aucune raison d’eˆtre de´pendants, la log
vraisemblance du mode`le POT peut s’e´crire comme suit : lPm = l
1
m + l
2
m
l1m e´tant la log vraisemblance de la loi GPD et l
2
m la log vraisemblance de la loi binomiale
ne´gative non homoge`ne.
La dernie`re e´tape consiste a` de´terminer les re´gions significatives. Pour cela, on revient aux
donne´es initiales x1, x2, ..., xn, parmi les m positions ou` il y a un maximum, l de´passent
le seuil. Conside´rons xi comme une de ces l valeurs, la zone de xi de´finie lors de l’e´tape
d’extraction des pics sera conside´re´e par cette me´thode comme e´tant un site de fixation
si : (
∑2
j=−2;j 6=0 1{xi+j>µ}) ≥ 1 (ou` 1 est la fonction indicatrice), c’est a` dire si au moins
une autre valeur dans son voisinage proche de´passe aussi le seuil µ.
A l’oral nous pre´senterons des re´sultats obtenues sur des donne´es re´elles, ainsi que sur des
donne´es de la litte´rature.
Conclusion
La de´re´gulation de l’expression des ge`nes est la cause de nombreuses pathologies. La tech-
nologie ChIP-chip repre´sente une avance´e conside´rable pour l’identification de complexes
de facteurs de transcription, ce qui permettra une meilleure compre´hension du syste`me
de re´gulation sous-jacent aux pathologies. Cependant, ces donne´es au caracte`re ”gigan-
tesque” et ”bruite´” ne´cessitent un traitement statistique approprie´ pour eˆtre efficaces.
Nous avons mis au point une me´thode inspire´e du mode`le POT, qui conside`re les sites
de fixation d’un facteur de transcription donne´, comme des e´ve´nements rares a` l’e´chelle
du ge´nome. Elle permet l’identification de ces sites par la recherche d’un seuil au dela`
duquel un pic pourra eˆtre conside´re´ comme significatif.
Plus re´cemment, une nouvelle technologie est apparue sous le nom de ChIP-Sequencing
(ChIP-Seq), c’est une me´thode alternative aux ChIP-chip pour l’e´tude de l’interaction
prote´ine-ADN lors de la phase de transcription. Les donne´es issues de ce nouveau proce´de´
semblent eˆtre de nature sensiblement analogue a` celle obtenues avec des ChIP-chip, la
prochaine e´tape sera donc de transposer notre me´thode a` l’analyse de donne´es ChIP-seq,
qui est de plus en plus utilise´e.
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